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The invention relates to a micro through flow and cultivating cuvettes for continuous, 
microscopic and videomicroscopic viewing of anorganic and organic (dead and alive) 
5 particles as well as for cultivating of living micro organism in still and flowing watery 
media, consisting of glass as micro through flow and cultivating cuvette, 
characterized in that ground glass and covering glass are glued together using 
silicone rubber such that between the glasses there is provided a cavity having a 
thickness of approximately 10 urn and 500 urn (prefereably approximately 250 urn) 
10 and to the ends there are silicone- (or other synthesis rubber-) frames glued, using 
silicone rubber such that into the dedicated boreholes charge and discharge tubes 
can be inserted and released therefrom in a liquid-tight manner. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Verfahren mit Vorrichtungen zur Identifizierung und Charakterisierung von mikrobiologischen Individuen - 
nebst ihrer Kultivierung -sowie Partikeln im Mikrometer-/Nanometerbereich mit Hilfe von MikrodurchfluB- und. 
Kulturkiivetten 

Das Verfahren mit Vorrichtungen zur Identifizierung 
und Charakterisierung von mikrobiologischen Individuen ' 
- nebst ihrer Kultivierung - sowie vori Partikeln im Mikro- 
meter-/Nanometerbereich mit Hilfe von MikrodurchfluB- . 
und Kulturkuvetten erschlieSen neue Moglichkeiten ins- 
besondere auf dem Sektor der mikrobiologischen Analy- 
tik. 

Als Anwendungsbereiche dieser neuen Technik konnen u. 
a. die Analytik und Diagnostik imTrinkwasser-/Abwasser- 
bereich sowie im klinischen, lebensmitteltechnischen, 
biotechnologischen und pharmazeutischen Bereich ge- 
nannt werden. 

Die vorliegende Erfindung bietet ein sehr preisgunstiges, 
schnelles qualitatives sowie quantitatives Verfahren an, 
bei dem mit Minimalmengen an Untersuchungs mate rial 
und Nahrmedien gearbeitet werden kann und mit dem, 
mit Hilfe der MikrodurchfluB- und Kulturkuvetten, mikro- 
skopische sowie video mikroskopische Betrachtungen, 
Auswertungen und Dokumentationen von anorganischen 
und organischen (toten und lebenden) Partikeln/lndividu- 
en sowie der Kultur von lebenden Mikroorganismen in 
stehenden oder flieBenden waBrigen Medien durchge- 
fuhrtweriden konnen. 

In Bild 1A bis E ist schematisch der Aufbau der Mikro- 
durchfluB- und Kulturkuvetten nach der Erfindung darge- 
steltt. 

Wesentliches Merkmal der nach der Erfindung hergestell- 
ten MikrodurchfluB- und Kulturkuvette ist der z. B. mit Sil- 
conkautschuk verklebte Grundkorper, der eine Reinigung 
mit effektiven und aggressiven Mitteln zulaBt. AuBerdem 
ist eine nach den herkommlichen Verfahren ... 

BUNDESDRUCKEREI 01.99 802 070/236/1 33 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren mit Vorrich- 
tungen - vorzugsweise einsetzbar auf dem Sektor der mi- 
krobiologischen Analytik im Trink-/Abwasserbereich sowie 
im klinischen, lebensmitteltechnischen, biotechnologischen 
und pharmazeutischen Bereich - der im Gattungsteil des Pa- 
tentanspruchs genannten Art 

Es sind eine Vielzahl von Verfahren mit speziellen Vor- 
richtungen bekannt, die sich mit der im Titel erwahnten Pro- 
blematik befassen. Hierzu gehoren u. a. Verfahren, die mit 
sehr aufwendigen Techniken - beispielsweise der DifFeren- 
tiaHnterferenz-Kontrast-Mikroskopie, Epifluoreszenz-Mi- 
kroskopie oder der Polymerase-Ketten-Reaktion (PGR) u. a. 
- nur bedingt zum gewunschten Ziel fuhren. Diese Verfah- 
ren und Techniken sind (wegen der immensen Kosten) nur 
wenigen spezialisierten Instituten vorbehalten, wobei auBer- 
dem zu bemerken ist, daB zufriedenstellende Ergebnisse erst 
nach langeren Zeitraumen und aufwendigen Probenvorbe- 
reitungen erzielt werden. 

Hier setzt die vorliegende Erfindung ein, der die Aufgabe 
zugrundeliegt, ein sehr preisgunstiges und enorm schnelles 
Verfahren zur Verfugung zu steilen. Die Neuerung bezieht 
sich im ersten Abschnitt auf MikrodurchfluB- und Kulturkii- 
vetten zur kontinuierlichen, mikrokoskopischen und video- 
mikroskopischen Betrachtung von anorganischen und orga- 
nischen (toten und lebenden) Partikeln sowie der Kultur von 
lebenden Mikroorganismen in stehenden und flieBenden 
wafirigen Medien. 

Vor edichen Jahren wurden vom Antragsteller Mikro 
durehfluBkuvetten aus Metall/Acrylglas mit Glasfenstern 
(Bild 3 A) entwickelt und in der Umkehr- sowie in der Dun- 
kelfeld-Mikroskopie eingesetzt. Diese MikrodurchfluBku- 
vetten besitzen den Vorteil, daB sie in der Schichtdicken- 
starke - durch Verwendung verschieden starker Dichtungs- 
folien - variabel gestaltet werden konnen. 

Es gibt seit neuerer Zeit auch DurchfluBobjekttrager fiir 
die Mikroskopie, die aber den Nachteil besitzen, daB sie sehr 
zerbrechlich und sehr schlecht zu reinigen sind, wenn lan- 
gere Zeitspannen, z. B. fur die Sedimentation von Partikeln, 
eingehalten werden miissen, wobei dann das Sedimentgut- 
insbesondere Mikroorganismen - so fest am Boden haftet, 
daB mit normalen (auch alkalischen) Reinigungsmitteln die 
DurchfluBobjekttrager nicht mehr vollstandig zu reinigen 
sind und z. B. bei quantitativer Auswertung von Probengut 
nicht mehr eingesetzt werden konnen. 

Die Reinigung kann nur mit starkeren saurehaltigen (oder 
losemittelhaltigen) Reinigungsmitteln und eventuell im Ul- 
traschallbad erfolgen. Diese Reinigungsprozeduren halten 
aber die genannten DurchfluBobjekttrager nicht aus, da sich 
der verwendete Kleber auflost, Undichtigkeiten auftreten 
oder das gesamte System zerstort wird und ein weiterer Ge- 
brauch somit ausgeschlossen wird. 

Ein weiterer Nachteil bei den DurchfluBobjekttragem be- 
steht darin, daB diese nur in einer einzigen Schichtdicke (be- 
grenzt durch die als Abstandshalter zwischen Objekttrager 
und Deckglas eingearbeiteten Glaskapillaren) zur Verfu- 
gung stehen und mit einern relativ dicken Deckglas verse- 
hen sind und dadurch ein Arbeiten mit Objektiven > 40x 
sehr erschweren (unscharfe Abbildungen). 

AuBerdem sind die im Handel erhaltlichen DurchfluBob- 
jekttrager mit ca. 50,- DM sehr teuer urid kommen somit als 
Einmal-Gebrauchsartikel, z. B. fur bakteriologische Serien- 
untersuchungen nicht in Frage. 

Hier setzt nun weiterhin die Neuerung nach der Erfindung 
ein. Die Neuerung dient dem Zweck, diese Mangel zu behe- 
ben. 

Durch den Einsatz saure-, alkali-, losemittel- und reini- 
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gungsmittelresistenter Klebstoffe - z. B. auf Siliconbasis - 
ist es nun moglich, die nach der Erfindung hergestellten Mi- 
krodurchfluB- und Kulturkuvetten z. B. mit saurehaltigen 
und aggressiven Reinigungsmitteln beliebig oft und effektiv 

5 zu reinigen. AuBerdem sind die nach der Erfindung herge^ 
stellten MikrodurchfluB- und Kulturkuvetten vollig resistent 
gegen Ultraschall in Kombination mit aggressiven Reini- 
gungsmitteln. Weiterhin sind sie nach den herkomrnlichen 
Methoden sterilisierbar (autoklavierbar) sowie geeignet fur 

10 die Mikrowellensterilisation. 

Dieses trifFt insbesondere fur MikrodurchfluB- und Kult- 
urkuvetten aus Quartzglas zu, die fur Untersuchungen im 
Ultraviolettbereich eingesetzt werden, wenn z, B. mit fluo- 
reszierenden Medien gearbeitet werden muB. 

15 Nach der Erfindung sind die MikrodurchfluB- und Kultur- 
kuvetten in mehreren Varianten herstellbar und einzusetzen. 

Durch die Einfassung der eigentlichen MikrodurchfluB- 
und Kulturku vette in einen schutzenden Rahmen (Glas- 
bruchschutz) - z. B. vorzugsweise aus Acrylglas oder einen 

20 beliebigen anderen Kunststofif - ist praktisch ein Zerbrechen 
auszuschlieBen, da auBerdem die Zulauf- und AbLaufstutzen 
so angebracht werden konnen, daB sie in, elastischen Silo- 
conbocken (mit entsprechenden Lochbohrungen) einsteck- 
fahig sind und bei mechanischer Belastung einem Druck 

25 oder StoB nachgeben. Beim Zerkratzen des Grundkorpers 
der eigentlichen MikrodurchfluB- und KulturkiWette kann 
diese ausgetauscht werden, wobei eine Verschraubungs- 
mogUchkeit weitere Vorteile bietet 
Weiterhin konnen die MikrodurchfluB- und Kulturkuvet- 

30 ten mit regulierbaren Ein- und Auslaufsystemen versehen 
werden, um Kontanimationen von auBen zu verhindern oder 
im DurchfluBbetrieb die Huxrate zu regulieren. Weiterhin 
ist es nach der Erfindung moglich, die MikrodurchfluB- und 
Kulturkuvetten - nach Beftillung - ganzlich ohne FttUstut- 

35 zen zu betreiben,zu lagern, zu sterilisieren oder zu reinigen, 
wobei auBerdem die Moglichkeit gegeben ist, die Zu- und 
Ablaufoffnungen mi,t kleinen VerschluBstopfen - bei Bedarf 
auch steril - zu .verschlieBen. 
Fiir Routine-Untersuchungen konnen auch preisgiinstige 

40 MikrodurchfluB- und Kulturkuvettensysteme hergestellt 
werden, die als Einwegmaterial genutzt werden konnen. . 

Die Neuerung nach der Erfindung wird beispielhaft und 
schematisch dargestellt in 
Bild 1A 1 Tragerglas der Mikro- und Kulturkuvette in der 

45 Draufsicht 

Bild 1 A 2 Deckglas der Mikro- und Kulturkuvette in der 
Draufsicht 

Bild 1A 3 Fullstutzen-Bocke der Mikro- und Kulturku- 
' vette in der Draufsicht 
50 Bild IB Verklebte Mikro- und Kulturkuvette, ohne Fiill- 
stutzen, in der Seitenansicht 
Bild IB 1 Tragerglas 
Bild IB 2 Deckglas 
Bild IB 3 Fullstutzen-Bocke 
55 Bild 1C Verklebte Mikro- und Kulturkuvette in der Sei- 
tenansicht 

BDd 1C 4 Fullstutzen mit Gewinde 
Bild 1C 5 Schraubverschlusse fur Fullstutzen 
Bild ID Komplette Mikro- und Kulturkuvette, mit Full- 
60 stutzen, in der Seitenansicht 

Bild IE Komplette Mikro- und Kulturkuvette, ohne Full- 
stutzen, in der Seitenansicht 

Bild IE 4 VerschluBstopfen fur den Einsatz der Mikro- 
und Kulturkuvette IE ohne Fullstutzen. 
65 Weiterhin wird die Neuerung nach der Erfindung bei- 
spielhaft und schematisch dargestellt in 

BDd 2A MikrodurchfluB- und Kulturkuvette in der Sei- 
tenansicht, ohne Glasschutz 
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Bfld 2B MikrodurchfluB- und Kulturkuvette; verklebter 
Grundkorper mit Trager- und Deckglas 
Bfld 2C Glasschutz 

Bfld 2D wie 2A ; jedoch mit Glasschutz 

Bfld 2E wie 2D jedoch verschraubt und mit Gummihut- 5 
chen versehen. 

Wild in einen der Zu- oder Ablaufstutzen (1 oder 2) - wie 
in Bfld 2A dargestellt - Flussigkeit mit den z. B. enthaltenen 
Mikroorganismen hineingegeben, so verteilt sich diese, 
nach dem Prinzip kommunizierender Rohren, durch den 10 
Verbindungskanal (3) in beide Stutzen gleichhoch. Durch 
Schraghalten der Mikro- und Kulturkuvette ist es moglich, 
einen FlieBvorgang zu bewerksteliigen, urn eine moglichst 
gleichmaBige Verteilung von Partikeln oder Mikroorganis- 
men zu erzielen. 15 

Wie in Bfld 3 (B bis G) zu erkennen ist, bieten sich meh- 
rere Moglichkeiten des Einsatzes der nach der Erfindung 
hergestellten Mikro- und Kulturkuvetten fur die Mikrosko- 
piean. 

Bfld 3B zeigt den Grundkorper mit Trager- und Deckglas 20 
sowie die z. B. mit Siliconmasse verklebten Siliconbocke 
als Halterungen fiir die Ein- und Auslaufstutzen. 

Bfld 3C zeigt beispielhaft einen Fullstutzen, der mit einer 
Schraubkappe versehen werden kann, die beim Aufsetzen 
soweit geschlossen oder geoffnet werden kann, dafi entwe- 25 
der die Flussigkeitssaule zum Stehen kommt, oder so regu- 
lierbar einen (schnellen oder bis zu einem sehr langsamen) 
FlieBvorgang aufrecht halt. Einzelheiten eines FlieBvorgan- 
ges mit Mikrofliissigkeitsmengen und MikroflieBgeschwin- 
digkeiten lassen sich nur mit Hilfe der Video-Mikroskopie 30 
dokumentieren und beobachten. Hierin liegt auch ein 
Schwerpunkt der Neuerung nach der Erfindung, nach der 
qualitative und quantitative Analytik betrieben werden 
kann, wobei Minimalmengen an Russigkeiten, die sich im 
Mikroliterbereich bewegen konnen und in sehr vielen An- 35 
wendungsfallen ausreichend sind. 

Weitere Vorteile bietet die Neuerung durch die Erfindung 
z. B. bei der bakteriologischen Untersuchung, bei der vollig 
ohne Nahrlosungen schon nach wenigen Minuten, langstens 
nach ein paar Stunden, durch videomikroskopische Untersu- 40 
chungen sogar Einzelbakterien erkennbar werden und so be- 
stimmt werden konnen. AuBerdem kann man - z. B. bei 
Bakterien mit Hgenbewegungung - tote von lebenden un- 
terscheiden. Durch die Verwendung von enzymkompetenten 
Farbstoffen ist die Differenzierung auch bei unbeweglichen 45 
Bakterien mit Hilfe der Mikro- und Kulturkuvetten moglich. 

Bfld 3D und E zeigt Beispiele dafiir, wie nach der Beful- 
lung der nach der Erfindung konzipierten Mikro- und Kult- 
urkuvetten ohne Einfull- und Auslaufstutzen und nach Ver- 
schluB diese fur die mikroskopische Analyse eingesetzt wer- 50 
den konnen. In dieser Form mit flachen und sterilisierbaren 
VerschluBstopfen ist auch eine Bebrutung und Anzuchtung 
von Kulturen sowie eine direkte mikroskopische Auswer- 
tung moglich. 

Bfld 3 zeigt Mikro- und Kulturkuvetten nach der Erfin- 55 
dung mit Fullstutzen, bei dem in Ausfuhrung 3E ein 
SchnappdeckelverschluB und bei 3G ein Schraubdeckelver- 
schluB beispielhaft dargestellt ist Ebenso konnen als Ver- 
schlusse Hahne als VerschluBorgane integriert werden. 
Letztere Verschlusse sind insbesondere dann vorteilhaft, 60 
wenn im DurchfluBverfahren gearbeitet werden soli. 

Bfld 4 und 5 dokumentieren die Leistungsfahigkeit dieses 
nach der Erfindung angewandten Verfahrens, z. B. zur Iden- 
tifizierung und Charakterisierung von lebenden Mikroorga- 
nismen. 65 

Bfld 4A zeigt Kokken-Spezies nach einer lichtmikrosko- 
pischeh Aufnahme im "Dunkelfeld". 

Bfld 4B zeigt pathogene Protozoen - Kryptosporidien - 
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nach einer lichtmikroskopischen Aufnahme im "Dunkel- 
feld", wobei deutlich am unteren Bildrand eine sporulierte 
Sporozyste zu erkennen ist. Das Praparat wurde ohne jegli- 
che Behandlung (Origin al-Faeces-Probe von einem Kalb) in 
einer MikrodurchfluB- und Kulturkuvette, nach der Erfin- 
dung, videomikroskopiert 

Bfld 5A zeigt neben Kryptosporidien Bazillen-Spezies 
und Bfld 5B Sporen von Bakterien-Spezies im monochro- 
matischen Licht * 

Patentanspriiche 

1. MikrodurchfluB- und Kulturkuvetten zur kontinu- 
ierlichen, mikroskopischen und videomikroskopischen 
Betrachtung von anorganischen und organischen (toten 
und lebenden) Partikeln sowie zur Kultur von lebenden 
Mikroorganismen in stehenden oder flieBenden waBri- 
gen Medien; bestehend aus Glas als MikrodurchfluB- 
und Kulturkuvette, gekennzeichnet dadurch, daB Bo- 
den- und Deckglas mit Siliconkautschuk so verklebt 
sind, so daB zwischen beiden Glasem ein Hohlraum in 
der Starke von ca. 10 um und 500 um (vorzugsweise 
um 250 um) entsteht und an deh Enden Silicon-(oder 
andere Synthesekautschuk-)bocke mit Siliconkau- 
tschuk so aufgeklebt sind, daB in die vorgesehenen 
Bohrungen Zu- und Ablaufstutzen fiussigkeitsdicbt 
eingesteckt und wieder entfernt werden konnen. 

2. MikrodurchfluB- und Kulturkuvetten nach An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Glaskorper 
aus Quartzglas besteht 

3. MikrodurchfluB- und Kulturkuvetten nach An- 
spruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet; daB die Ver- 
klebung der Kuvettenkorper mit einem anderen belie- 
bigen Klebstoflf besteht, der V611ig resistent ist gegen 
Ulu-aschall sowie in Kombination mit und ohne Ultra- 
schaU mit aggressiven Reinigurigs- oder Desinfekti- 
onsmitteln. 

4. MikrodurchfluB- und Kulturkuvetten dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie ganz oder zu einem Teil aus 
KunststofF gefertigt und verklebt oder verschweiBt 
sind. 

5. Zu- und Ablaufstutzen fur MikrodurchfluB- und 
Kulturkuvetten nach Anspruch 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB diese aus Glas, Kunststoff oder Me- 
tall gefertigt sind und mit Schraubdeckel, Gummihut- 
chen oder Schnappdeckel dicht verschlossen und mit 
regulierbaren VerschluBvorrichtungen (wie Kugel- 
/Schraubhahne mit und ohne Tiillen) versehen werden 
konnen sowie eine kontinuieriiche Dosierung im 
DurchfluBverfahren vorgenommen werden kann. 

6. MikrodurchfluB- und Kulturkuvetten nach An- 
spruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB alle Teile 
sterilisierbar sind. 

7. MikrodurchfluB- und Kulturkuvetten nach An- 
spruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB alle Teile 
nicht sterilisierbar sind. 

8. MikrodurchfluB- und Kulturkuvetten nach An- 
spruch 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB ein Glas- 
schutz aus Metall oder vorzugsweise aus einem durch- 
sichtigen Kunststoff - wie beispielsweise Acrylglas - 
uber den kuvettenkorper durch Verschraubung oder 
Verklebung angebracht und fixiert wird. 

9. MikrodurchfluB- und Kulturkuvetten riach An- 
spruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB nach Ab- 
nahme der Zu- und Ablaufstutzen - bei gefulltem oder 
leerem Zustand der Kiivetten - diese mit Stopfen, vor- 
zugsweise aus sterilisierbarem Material (wie Silicon- 
gummi), verschlossen werden konnen. 
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10. Zu- und Ablaufstutzen fur die nach den Anspru- 
chen 1 bis 9 genannten MikrodurchfluB- und Kulturku- 
vetten mit Zubehor, dadurch gekennzeichnet, daB diese 
z. B. mit Nahrboden, Fluoreszenzmarker, Antikorpem, 
Enzymreaktionschemikalien, Farbstoffen, Indikatoren 5 
und anderen biochemischen Identifizierungs- und De- 
tektionsstoffen soweit gefttllt sind, daB bei Probenzu- 
gabe und Vermischung der Komponenten der Inhalt, 
nach Aufsatz auf die Bohrungen der MikrodurchfluB- 
und Kulturkiivetten, diese direkt befiillt werden kon- 10 
nen; die Boden der Zu- und Ablaufstutzen sind hierbei 
vorzugsweise aus Siliconkautschuk oder einem gleich- 
wertigen sterilisierbaren Material gefertigt und heraus- 
nehmbar. 

11. MikrodurchfluB- und Kulturkiivetten nach An- 15 
spruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Bo- 
denplatten ein Zahl-Raster/-Gitter besitzen. 

12. MikrodurchfluB- und Kulturkiivetten nach An- 
spruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Deck- 
platten ein Zatil-Raster/-Gitter besitzen. 20 

13. MikrodurchfluB- und Kulturkiivetten nach An- 
spruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB Boden- 
und Deckplatten Zahl-Raster/-Gitter besitzen. 

14. Mikroskopiereinrichtung fur den Einsatz der in 
Anspruch 1 bis 8 genannten MikrodurchfluB- und Kult- 25 
urkuvetten, dadurch gekennzeichnet, daB eine Be- 
leuchtungsvorrichtung fur die Durchlichtrnikroskopie 

so angebracht wird, daB eine extreme Schraglichtbe- 
leuchtung erzielt und bei der mit monochromatischem 
Licht (Wellenlangenbereich von 220 bis 900 nm) im 30 
Dunkelfeld und/oder Phasenkontrast gearbeitet wird. 

15. Mikroskopiereinrichtung fur den Einsatz der in 
Anspruch 1 bis 8 und 11 bis 13 genannten Mikrosko- 
pier- und Kulturkiivetten, dadurch gekennzeichnet, daB 
eine Beleuchtungsvorrichtung fur die Durehtichtmi- 35 
kroskopie so angebracht wird, daB eine extreme 
Schraglichtbeleuchtung erzielt und bei der mit einem 
normalen Lichtspektrurn/Sonnenspektrum im Dunkel- 
feld und/oder Phasenkontrast gearbeitet wird. 

16. Beleuchtungsmittel fur die in Anspruch 14 und 15 40 
genannten Art, dadurch gekennzeichnet, daB diese als 
Halogen-, Krypton^, Wolfram-, Xenonlampen, Xenon- 
Blitzlichdampen oder Aluminium-, Indium-, Galiiura- 
sowie Phosphat-LEDs eingesetzt werden. 
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